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RESUMO 
 
O clareamento dental é realizado através do peróxido de hidrogênio que se difunde 
pela estrutura dentária produzindo radicais livres, que por sua vez quebram as 
moléculas de pigmento no interior dente fazendo com que o mesmo tenha aparência 
mais clara. Apesar de o clareamento ser um procedimento efetivo, não há consenso na 
literatura em relação aos efeitos adversos que ele pode causar na estrutura dentária. 
Este conflito entre os resultados pode ser devido ao modo como estes estudos são 
realizados no que se refere ao meio de armazenamento das amostras. O objetivo deste 
estudo foi avaliar o efeito de diferentes meios de armazenamento in vitro e in situ na 
estrutura do esmalte clareado, por meio da microdureza knoop (KHN) e análise da 
variação de cor. Para isso, foram utilizados 48 blocos dentais bovinos aleatoriamente 
divididos em quatro grupos (n=12), de acordo com o meio de armazenamento: água 
purificada (PW), saliva artificial (AS), saliva natural (NS), in situ (IS). Foram realizadas 
três sessões de clareamento com peróxido de hidrogênio a 35%, com intervalo de sete 
dias entre elas. Cada sessão consistiu em três aplicações de 15 minutos de gel clareador, 
totalizando 45 minutos. As leituras de cor e KHN foram realizadas antes das amostras 
serem colocadas no meio de armazenamento (t1), depois de 24h no meio de 
armazenamento (t2) e após 24h ao término do tratamento clareador (t3). Ao final do 
clareamento, duas amostras extras de cada grupo foram analisadas em microscópio 
eletrônico de varredura (SEM).  Os resultados KHN foram analisados pelo modelo de 
medidas repetidas PROC-MIXED, teste de Tukey-Kramer com nível de significância de 
5%.  A análise da variação de cor, ΔL, Δa, Δb, ΔE entre os diferentes tempos Δ1 (t1-t2) e 
Δ2 (t2-t3) foi realizada através do teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn 
(α=0,05). Não houve diferença estatisticamente significante na KHN em t1 e t2. Em t3 o 
grupo PW apresentou valores significativamente menores que outros grupos. Na 
análise de cor ΔE2, IS apresentou menores valores diferindo estatisticamente de AS. Em 
Δb1 o grupo IS apresentou valores mais elevados em relação aos outros grupos, 
enquanto em Δb2, IS  obteve menores valores, diferindo apenas de AS. Em ΔL1 não 
houve diferença entre os grupos, entretanto em ΔL2, PW e AS diferiram 
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estatisticamente de IS, e NS mostrou valores similares a IS. SEM mostrou alteração na 
superfície de esmalte em PW.  As condições de armazenamento apresentaram 
diferentes efeitos nas propriedades físicas do esmalte. A saliva natural foi a única que 
apresentou, em todos os parâmetros avaliados, comportamento semelhante ao 
armazenamento in situ.  
Palavras-chave: Clareamento dental, saliva, saliva artificial, cor, dureza, 
armazenamento. 
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ABSTRACT 
 
Tooth bleaching is performed through hydrogen peroxide which diffuses through 
dental structure producing free radicals which in turn break the dye molecules inside 
the tooth causing it to have a clearer appearance. Despite bleaching being an effective 
procedure, there is no consensus in literature regarding the adverse effects it may have 
on tooth structure. This lack of consensus among the results may be due to how these 
studies are conducted with regard to the means of storage of the samples. The aim of 
this study was to assess the effect of different conditions of in vitro storage vs. in situ, in 
bleached enamel structure by Knoop microhardness (KHN), and color analysis 
variation. To this end, 48 bovine tooth blocks were used randomly divided into four 
groups (n = 12) according to the storage medium: purified water (PW), artificial saliva 
(AS), natural saliva (NS), in situ (IS). Three whitening sessions were carried out using 
hydrogen peroxide at 35%, with an interval of seven days between the sessions.  Each 
session consists in three applications of 15 minutes of bleaching gel, totaling 45 
minutes. Color and KHN measurements were taken before the samples had been placed 
in the storage medium (t1), after 24h on the storage medium (t2), and after 24h at the 
end of the bleaching treatment (t3). At the end of bleaching, two extra samples of each 
group were analyzed by scanning electron microscope (SEM). The KHN results were 
analyzed by models for repeated measures PROC MIXED, Tukey Kramer test at 5% 
significance level. The analysis of color change, ΔL, Δa, Δb, ΔE between the different 
times Δ1 (t1-t2) and Δ2 (t2-t3) was performed using the Kruskal-Wallis test followed 
by Dunn's test (α = 0.05). There was no significant statistical difference in KHN in t1 
and t2. In t3, PW group showed lower values significantly differing from the other 
groups. In ΔE2 color analysis, IS showed lower values differing statistically from AS. In 
Δb1 the IS group showed higher values as compared to the other groups, while in Δb2, 
IS had lower values, differing only from AS. In ΔL1 there was no difference between the 
groups, however in ΔL2, PW and AS statistically differed from IS, and NS showed similar 
values to IS. SEM showed change in the enamel surface in PW. The storage conditions 
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had different effects on the physical properties of the enamel. Natural saliva, was the 
only one that showed in all the evaluated parameters, similar behavior to in situ storage.  
Key-words: Tooth bleaching, saliva, artificial saliva, color, hardness, storage 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xi 
 
SUMÁRIO 
 
DEDICATÓRIA                                                                                                             xiii 
 
AGRADECIMENTO ESPECIAL                                                                                  xv 
 
AGRADECIMENTOS                                                                                                  xvii 
 
INTRODUÇÃO                                                                                                                 1 
 
CAPÍTULO 1:                                                                                                                   6 
Effect of different storage conditions on physical properties of bleached 
enamel: an in vitro vs. in situ study                                 
CONCLUSÃO                                                                                                                 25 
 
REFERÊNCIAS                                                                                                              26 
 
APÊNDICE 1 – Metodologia Ilustrada                                                                   30 
 
ANEXO 1 – Certificado do comitê de ética em pesquisa                                 40 
 
 
 
xii 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xiii 
 
DEDICATÓRIA  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A minha mãe Gleimara, que nunca mediu esforços para me garantir uma excelente 
formação. 
Ao meu pai Hélio, por toda serenidade e o apoio concedido.  
As minhas queridas irmãs, Esther, Gabriela e Clara, por fazerem com que eu veja a 
vida de um jeito mais leve e divertido. 
A minha avó Mathilde (in memoriam). 
 
 
 
 
xiv 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xv 
 
AGRADECIMENTO ESPECIAL 
 
A minha querida orientadora Profa. Dra. Débora Alves Nunes Leite Lima, por me acolher como 
sua orientada, pelo incentivo, confiança e fundamentalmente por acreditar na minha 
capacidade na realização dessa pesquisa de mestrado.  Agradeço ainda por todo carinho, 
ensinamentos e atenção desprendida durante esses dois anos de mestrado. E por todo o 
incentivo para me fazer uma profissional cada dia melhor 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xvi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
xvii 
 
AGRADECIMENTOS 
 
Primeiramente agradeço a Deus, a tudo que me proporcionou até este momento da minha 
vida, por sempre guiar meus passos e acalmar as minhas angústia. Por me conceder força e 
me conduzir ao longo desta jornada recompensadora, me conceder uma família maravilhosa e 
amigos amorosos que são insubstituíveis na minha vida. 
Agradeço a Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade Estudual de Campinas, 
na pessoa do seu diretor Prof. Dr. Prof. Dr. Guilherme Elias Pessanha Henriques.  
A coordenadora geral da pós-graduação da Faculdade de Odontologia de Piracicaba, 
Profa. Dra. Profa. Dra. Cinthia Pereira Machado Tabchoury. E a coordenadora do programa de 
pós-graduação em clínica odontológica Profa. Dra. Karina Gonzales Silvério Ruiz. 
Aos professores da área de dentística, Prof. Dr. Flávio Henrique Baggio Aguiar, Profa. 
Dra. Giselle Maria Marchi e Prof. Dr. Luís Alexandre Mafei Sartini Paulillo, por todos os 
ensinamentos, convívio e bons momentos durante meu mestrado.  
Aos membros componentes da banca de qualificação, Profa. Dra. Cecília Giorgi, Prof. 
Dr. Anderson Catelan e ao Prof. Dr. Américo Bortolazzo Correr, por toda contribuição para 
com esse trabalho. 
As minhas professoras de graduação da Universidade Estadual de Maringá, Profa. Dra. 
Renata Pascotto, Profa. Dra. Carina Gisele Costa Bispo, Profa. Dra. Margareth Nunes Pessuti, 
pelo exemplo de profissionais e por me inspiraram a seguir carreira docente.  
Aos professores da área de dentística Prof. Dr. Marcelo Gianinni e Prof. Dr. Luís  
Roberto Marcondes Martins, por contribuírem com minha formação.  
A Profa. Dra. Lívia Maria Andaló Tenuta, da área de Cariologia,  pelos ensinamentos e 
apoio com este trabalho.  
À Profa.  Dra. Gláucia Maria Bovi  Ambrosano, da  disciplina de Bioestatística da  
FOP/UNICAMP, pela execução das análises estatística deste trabalho.  
A minha mãezinha querida, mulher batalhadora e guerreia, que sempre apoiou todas 
as minhas decisões, por seu amor incondicional, carinho e dedicação, tenho muito orgulho de 
ser sua filha. 
xviii 
 
Ao meu pai, por ter estado mais presente nesta fase da minha vida, sempre me 
apoiando, não teria conseguido chegar ao fim desta etapa sem a sua ajuda. 
Ao meu padrasto, por toda sua ajuda para que me estabelecesse em Piracicaba. 
A minha irmã Esther Lira, por todo o apoio durante a qualificação e juntamente com 
minhas outras princesinhas Gabriela e Clara, agradeço pela compreensão neste período em 
que estive mais ausente, vocês são alegria da minha vida, estaremos sempre juntas, nosso 
quarteto de amor será eterno.  
A minha querida amiga Juliana Públio, que desde o primeiro momento me acolheu 
como sua “irmãzinha”, sempre me aconselhando e à disposição para esclarecer minhas 
dúvidas. Assim como sempre esteve presente, com seu ombro amigo nos momentos difíceis da 
vida minha vida acadêmica e pessoal. Acabamos formando uma parceria de trabalho, no qual 
nossas mãos e olhos já se entendem sozinhos. Obrigada por tudo, você é muito importante 
para mim.  
A Isabel Ferreira Barbosa, um presente mais do que especial dado pelo mestrado, não 
tenho palavras para agradecer tudo o que você fez por mim, obrigada pela amizade e parceria.  
Aos meus queridos amigos, Tales Candido e Cláudia brilhante, que inicialmente eram 
apenas meus pacientes e hoje são verdadeiros amigos, obrigada por estarem sempre 
presentes e dispostos a me ajudar em qualquer circunstância. 
A minha amiga-irmã Amanda Conceição, por 11 anos de amizade sincera, que apesar 
da distância sempre esteve presente em minhas lutas e conquistas, dando apoio e me ouvindo 
em tudo o que eu precisava. 
A minha amiga de graduação Suzane Antonelo, por me apoiar de forma divertida todas 
as minhas crises, sua amizade é muito especial para mim. 
Aos meus companheiros de mestrado, Michele Lima, Waldemir Vieira e Thayla Nunes, 
obrigada pelo carinho e atenção que vocês sempre tiverem comigo. 
Aos amigos da turma de mestrado e doutorado em dentística, Isabel Ferreira, Suelem 
Chaese, Mari Muira, Michele Lima, Jéssica Theobaldo, Thayla Nunes, Waldemir Vieira, Diogo 
Dressano, Bruna Fronza, Cristiana Yanikian, Lúcia Trazzi, Priscila Bertaglia, Lívia Aguilera, 
Nubia Pini, Erick Coppinni, por qualquer ajuda prestada e pelos momentos de descontração. 
xix 
 
A Érika Clavijo e Guilherme Oliveira, obrigada pela amizade e bons momentos. 
A secretária da área de dentística, Mônica Barnabé pelos esclarecimentos,  
serviços prestados e por sempre estar disposta a ajudar. 
Ao  Adriano  Luís  Martins,  biólogo  do  Departamento  de  Microscopia  Eletrônica  de 
Varredura, por toda a paciência e didática em me ensinar à trabalhar no Microscópio. 
Aos técnicos do laboratório do laboratório de Cariologia, Waldomiro Veiria Filho e José 
Alfredo da Silva, pelo auxílio na realização da pesquisa. 
Aos voluntários que participaram da minha pesquisa, obrigada pela colaboração e paciência 
para que esse trabalho pudesse ser realizado. 
A Capes pela concessão de bolsa de estudos durante todo o período do mestrado. 
A Acecil- Central de esterilização comércio e indústria, por ter realizado a esterilização das 
amostras desse estudo.  
E a todos que direta ou indiretamente auxiliaram para a conclusão deste trabalho, ou que 
estiveram  presentes  no  caminhar  do  meu  mestrado me apoiando, pois não podemos 
esquecer  nunca dos pilares que nos sustentam e que conquistas não são feitas sozinhas, e sim 
através de apoio e presença de pessoas que nos querem bem. 
 
À todos meus sinceros agradecimentos! 
 
 
 
 
  
xx 
 
 
1 
 
INTRODUÇÃO 
 
A preocupação não só com a saúde bucal, mas também com a beleza do sorriso 
tem aumentado, fazendo com que exista uma procura cada vez maior por 
procedimentos estéticos como o clareamento dental. Este visa o restabelecimento e/ou 
homogeneização da cor dos dentes, já que nossa sociedade tende a desvalorizar os 
dentes escurecidos característicos da idade ou em função de manchamentos intrínsecos 
ou extrínsecos (1). 
O clareamento dental é um tratamento simples, conservador e eficiente que tem 
sido bem indicado para resolução de casos de dentes com alteração de cor e casos 
estéticos de pacientes que buscam por dentes mais claros. Ele pode ser realizado no 
consultório odontológico ou pelo paciente, sob a supervisão de um Cirurgião-dentista. 
Os agentes clareadores, são constituídos pelo peróxido de hidrogênio, em 
concentrações mais elevadas para o clareamento de consultório e em baixas 
concentrações para o clareamento caseiro (2), ou peróxido de carbamida, utilizado em 
diferentes concentrações para o clareamento caseiro. O peróxido de carbamida quando 
em contato com a superfície dental se decompõe em ureia e peróxido de hidrogênio (3).  
O peróxido de hidrogênio é um agente oxidante, que ao ser aplicado na estrutura 
dental, difunde-se através do esmalte, dentina e podendo atingir a polpa, produzindo 
radicais livres instáveis. Esses radicais livres fazem a quebra das moléculas orgânicas 
cromógenas no interior dos dentes, resultando em moléculas de cadeias menores e 
ligações mais simples, o que leva ao clareamento dental (4, 5). Isso ocorre porque as 
moléculas cromógenas com ligações mais complexas apresentam uma maior absorção 
e por consequência uma menor reflexão de luz, o que gera a aparência de dentes 
escurecidos. A partir do momento em que essas ligações são quebradas, ligações 
moleculares mais simples são formadas, e essas apresentam uma menor absorção e 
maior reflexão de luz, dando assim o efeito de dentes mais brancos (6). 
A efetividade do clareamento dental realizado pelo peróxido de hidrogênio, já 
foi comprovada por diversos estudos (6-9). Essa comprovação pode ser feita de 
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diversas formas, como por exemplo, através de escalas de cor, colorímetros e 
espectrofotômetros. Com relação a este último, a constatação da mudança de cor ocorre 
através da mensuração pelo sistema de cor, CIE L*a*b* (Comissão Internacional de 
l’E’clairage) que determina numericamente a cor através de seus três eixos espaciais, 
perpendiculares entre si.  Esses eixos são L*, a* e b*, no qual o eixo L* representa a 
medida da luminosidade de um objeto que é quantificado em uma escala de 0 -100, na 
qual L* igual a zero corresponde a cor preta  e L* igual a 100 a um reflexo 
completamente dissipado ou seja, branco. O valor de a* é a medida da quantidade de 
vermelho (a* positivo) ou verde (a* negativo) e o valor de b* é a medida da quantidade 
de amarelo (b* positivo) ou azul (b* negativo). As coordenadas a* e b* aproximam-se 
de zero para cores neutras (branco, cinza) e aumentam de magnitude para cores mais 
saturadas (10). 
Embora não existam dúvidas sobre a eficácia do clareamento, a segurança dessa 
técnica na estrutura dental tem sido questionada (7, 11), isto porque alguns efeitos 
negativos que podem estar associados ao clareamento dental, e relacionados com ao 
valor de pH,  ao efeito oxidativo  ou composição dos agentes clareadores, onde esses 
são apontados como causadores da dissolução superfície de esmalte, tornando-a 
porosa. Além disso, a acidez dos agentes clareadores também está associada com a 
desmineralização do esmalte (7,12-13).  
Desta forma ao analisarmos estudos que avaliam os efeitos do clareamento, 
constata-se que alguns deles relatam alterações na morfologia do esmalte (14,15), 
produzindo depressões, porosidades, aumento da profundidade dos sulcos do esmalte 
e  remoção parcial dos prismas de esmalte (15), aumento da rugosidade (16), redução 
da dureza (17-19), redução da resistência à flexão (20), desmineralização do esmalte 
(21), alteração na composição química das estruturas dentais (22). Enquanto outros, 
não constataram alteração na dureza (23-26) na morfologia superficial (12, 25, 27), na 
composição química (27, 28), na resistência à fratura da dentina (29), assim como não 
foi observado a desmineralização do esmalte (30,31). 
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Assim, percebe-se a grande inconsistência que existe a respeito dos efeitos 
causados pelo clareamento dental. Porém, quando é feita a comparação entre os 
estudos, constatamos uma grande variação com relação ao delineamento do estudo (in 
vitro ou in situ), no modo de armazenamento das amostras, com relação ao tempo em 
que são feitas as análises após o clareamento e o tratamento clareador em si (32). 
Quanto ao meio de armazenamento, podemos utilizar água, saliva artificial e 
saliva natural. A saliva é um fluído produzido pelas glândulas salivares, que está 
presente na cavidade bucal. Ela é composta por água e componentes orgânicos e 
inorgânicos (33, 34). Com relação aos componentes orgânicos, a saliva contêm  
proteínas e glicoproteínas, e são elas, as proteínas ricas em prolinas, mucinas, amilases, 
estaterrina, lisozima, lactoferrina, peroxidase, e IgA secretora, com relação, aos 
componentes inorgânicos, ela é composta por bicarbonato, cálcio e fosfato (33-35). 
Entre as funções salivares, como por exemplo, de atuar como agente 
antimicrobiano, lubrificar o bolo alimentar, auxiliar na digestão e no paladar, destaca-
se a função de prevenir a desmineralização dos dentes (33). Esta prevenção se dá 
através de diferentes maneiras, como: na formação da película adquirida sobre os 
dentes; a diluição e o tamponamento de substâncias ácidas; e o favorecimento da 
remineralização por meio de suas proteínas e por ser supersaturada em componentes 
minerais como cálcio e fosfato (34-36). 
Ainda dentre os componentes da saliva, encontramos a peroxidase salivar. Essa 
é uma enzima de defesa, pois catalisa a reação de oxidação de tiocianato, na presença 
de peróxido de hidrogênio, tendo como resultado o tiocianito, esse um composto de 
potencial antimicrobiano. Nessa reação de oxidação além da produção de tiocianito, há 
também a degradação do peróxido de hidrogênio, inativando assim seus componentes 
citotóxicos. Desta forma a peroxidase salivar protege a cavidade bucal auxiliando da 
produção de agentes com propriedades antimicrobianas e degradando o peróxido de 
hidrogênio impedindo que ele atinja concentrações elevadas, o que é altamente tóxico 
para as células (35). 
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 Além disso, as peroxidades são capazes de ligarem-se irreversivelmente ao 
esmalte humano em uma conformação enzimática ativa, e o consumo de peróxido de 
hidrogênio, por esta enzima, nesta superfície é maior quando comparada à sua 
degradação na saliva (37,38). Esta degradação de peróxido deve ser levada em 
consideração na realização do clareamento externo, mesmo sendo essa atividade 
antioxidante das peroxidades na película adquirida limitada (38). A partir disso, pode-
se destacar o íntimo relacionamento que há entre os componentes salivares e os dentes 
e mucosa, para proporcionar a manutenção da integridade dos tecidos bucais. 
Assim as condições de armazenamento (água, saliva artificial, saliva natural) e o 
tipo de estudo (in vitro, in situ ou in vivo) (11,12,31,40), podem afetar os resultados das 
pesquisas sobre os efeitos provocados pelo clareamento, pois ao realizar um 
experimento, este deve buscar uma maior similaridade com a cavidade bucal e a 
condição clínica à ser analisada. Desta forma, estudos que utilizam apenas água como 
forma de armazenagem, descartam as propriedades de proteção e remineralização da 
saliva. Por outro lado, os experimentos que utilizam saliva artificial apenas com 
componentes inorgânicos, não levam em consideração o potencial dos componentes 
orgânicos em formar a película protetora (40). E mesmo as salivas artificiais que 
apresentam os componentes orgânicos e formam película adquirida, esta se mostra 
diferente e menos protetora do que a formada in situ, podendo assim influenciar os 
resultados em função de suas limitações (12).  
Nos estudos in vitro os espécimes ficam armazenados em água (18,20,22) ou em 
saliva artificial (15-17,19,21) à 37oC em estufa, enquanto nos estudos in situ os 
espécimes ficam em contato com a saliva humana durante o tratamento, que  em função 
dos seus componentes podem auxiliar na recuperação dos efeitos deletérios causados 
pelo clareamento, observados nos estudos laboratoriais, (30) ao mesmo tempo em que 
a saliva artificial nem sempre consegue desenvolver o mesmo efeito benéfico da saliva 
natural, auxiliando na recuperação da estrutura dentária (17). Portanto, estudos 
realizados in situ tendem a resultados mais confiáveis, visto que, representam melhor 
a situação clínica a ser estudada (37). 
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Porém, a execução de estudos in situ necessita da presença de voluntários que 
utilizem dispositivos intrabucais, o que faz com que este tipo de estudo seja 
extremamente dependente do comprometimento do voluntário com as normas da 
pesquisa, e caso não haja este comprometimento com as normas, o resultado do estudo 
pode ser equivocado (42). 
Desta forma, considerando as divergências sobre os efeitos do clareamento na 
superfície dental, a importância da saliva na proteção e recuperação de danos da 
estrutura dentária clareada e a influência das diferentes metodologias em que são feitos 
os estudos de clareamento, se dá o objetivo desse estudo que foi avaliar o efeito de 
diferentes condições de armazenamento in vitro (água purificada, saliva artificial e 
saliva natural) vs. in situ na estrutura do esmalte clareado através da microdureza de 
superfície e análise de cor. 
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CAPÍTULO 1  
Effect of different storage conditions on physical properties of 
bleached enamel: an in vitro vs. in situ study 
ABSTRACT 
The aim of this study was to assess the effect of different storage conditions on 
bleached enamel structure by knoop microhardness (KHN) and color analysis variation. 
Forty-eight bovine tooth blocks were used randomly divided into four groups (n=12) 
according to the storage condition: purified water (PW), artificial saliva (AS), natural 
saliva (NS), in situ (IS). Three whitening sessions were carried out using 35% hydrogen 
peroxide, with a week interval between the sessions. Color and KHN measurements 
were taken before the samples had been placed in the storage medium (t1), after 24h 
in the storage medium (t2), and after 24h at the end of the bleaching treatment (t3). At 
the end of the bleaching treatment, two extra samples of each group were analyzed by 
scanning electron microscope (SEM). The KHN results were analyzed by PROC-MIXED 
and Tukey-Kramer test (p<0.05), and color change ΔL, Δa, Δb, ΔE between the different 
times Δ1(t1-t2), Δ2(t2-t3) by the Kruskal-Wallis test and Dunn's test (α=0.05). There 
was a statistically significant difference in KHN only at time 3, in which PW had the 
lowest values. In color analysis in ΔE2 and Δb2, IS showed lower values differing from 
AS. Differences were noticed between WD and AS in relation to IS in ΔL2, in addition, 
NS showed similar values to IS. SEM showed change on the enamel surface in PW. The 
storage conditions had different effects on the physical properties of the enamel. 
Natural saliva was the only one that showed in all the evaluated parameters, similar 
behavior to in situ storage.  
Keywords: Tooth bleaching, saliva, artificial saliva, color, hardness, storage. 
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INTRODUCTION 
Tooth bleaching is an efficient and conservative esthetic treatment for 
discolored teeth. The procedure uses hydrogen peroxide which has the power to 
penetrate into the dental structure, releasing free radicals, which in turn make the 
oxidation of pigment molecules, turning them into less complex molecules, leading to a 
whitened aspect of the teeth (1–3). 
Although there are no doubts as regards the effectiveness of in-office bleaching, 
the safety of this technique on the tooth structure has been questioned (4), because 
some negative effects have been associated to dental bleaching, and could be related to 
the pH value, oxidative effect and composition of the bleaching agents (5). Some studies 
that evaluate the effects of tooth whitening report about alterations in enamel 
morphology (5–7), reduction on surface hardness (8,9), enamel demineralization(10), 
and change in the chemical composition of the tooth (11), while others did not find the 
aforementioned changes on enamel structure (12–18). Thus, the results of these 
investigations usually conflict with one another.  
The great inconsistency in the outcome of these studies might be due to 
differences in study design, type of storage condition, evaluation time, different 
concentrations, application time as well as the pH of bleaching agents (18,19). 
Furthermore, the few studies that do show negative effects on dental properties 
generally have some limitations in the in vitro methodologies. These include  the use of 
purified water and artificial saliva as storage conditions,  which do not accurately reflect 
the in vivo situation (20), and can be achieved by in situ studies that represent an 
intermediate stage between laboratory experiments and clinical trials, reproducing the 
clinical conditions and having the analysis performed outside the oral cavity (3). 
In this sense, the purpose of this study was to evaluate the effect of different 
storage conditions using in vitro (purified water, artificial saliva and natural saliva) vs. 
in situ methodology, on bleached enamel structure, using surface microhardness and 
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color analysis variation. The null hypotheses were: (1) the different storage conditions 
had no effect on enamel structure; and (2) the different storages conditions had no 
influence on tooth color change. 
MATERIALS AND METHODS 
This study was approved by the Institutional Ethics Committee (034/2014). 
Sample preparation 
Forty-eight samples were used for the microhardness and color analysis, and 
eight samples were used for the SEM analysis. Freshly extracted and devoid of stain, 
enamel cracks or fracture bovine incisors were selected and stored in 0,1% thymol 
solution at 4oC until required.  Enamel-dentin blocks (4mm x 4mm) were obtained from 
the buccal surface, using a diamond cutting disc (4” × 012 × ½, Buehler, Illinois, USA) 
coupled to a metallographic saw (Isomet 1000; Buehler, Lake Buff, IL, USA). Enamel and 
dentin thickness were standardized (1mm of enamel and 1,75 mm of dentin), the dentin 
surface was flattened and the enamel surface was ground flat with sequential water-
cooled silicon carbide paper discs (500-, 1000-, and 2000- SiC – Buehler, Lake Buff, IL, 
USA). Next, the blocks were polished with diamond paste (1 цm, ¼ цm) and polishing 
cloths, then rinsed with running distilled water to get rid of debris layers, in between 
each stage and in the end of the whole process, all specimens were immersed in distilled 
water and ultrasonicated for 15min to remove both residual particles and the smear 
layer. Also, each specimen was marked with a diamond bur #1012 (KG Sorensen) on 
one side to standardize the sample position in the spectrophotometer. The dental 
blocks were sterilized with ethylene oxide, and then stored in sterilized distilled water 
and refrigerated at 4◦C , until required.   
In situ aspects  
Six volunteers (three males and three females) between 23 and 27 years-old 
participated in the study after signing an informed consent form as volunteers. These 
volunteers all fulfilled the inclusion criteria (absence of dental caries and/or 
periodontal disease, normal saliva flow) without violating the exclusion criteria 
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(unsatisfactory restorations and prostheses in mouth, use of orthodontic appliances, 
use of drugs that affect salivary flow and smokers. For each volunteer, a private full-
arch maxillary impression was obtained, and a stone cast mold was made based on the 
impression. Later, palatal devices were made of acrylic resin containing two niches with 
of 4x4x2,75 mm dimensions for four volunteers, and three niches, one more for the SEM 
sample for two volunteers. All specimens on the palatal device were fixed using sticky 
wax.  
Saliva collection 
The natural saliva used in this study was provided by the volunteers, collected 
from the same individuals, at the same time of the day (8:00 am), before any oral 
hygiene measures or breakfast. Salivary flow was stimulated by chewing paraffin wax 
(Parafilm M, American National Can- Chicago, IL ), and the saliva was collected in falcon 
tubes retained inside a beaker filled with ice blocks. The collected saliva was then 
clarified by centrifugation (JOUAN MR23i Benchtop High Speed Centrifuge Thermo 
Scientific MR23i, Waltham, MA, USA) at 3.800g for 10 min at 4oC. Next, the saliva 
supernatant was sterilized by filtration with filter membrane, pore size of 0.22 µm in 
vacuum filtration systems (TPP Rapid Filtermax Vacuum Filtration Systems, 
Switzerland). The whole processed saliva was divided into aliquots for daily use, and 
immediately frozen (−80 ◦C) until their use. For each daily exchange of saliva during the 
experiment, the aliquots of natural saliva ware thawed and mixed before use. The 
artificial saliva used in this study contained 1.5mmol/L Ca, 0.9 mmol/L P, 150 mmol/L 
KCl, 0.1 mol/L Tris buffer, pH 7.0(21) . 
Peroxidase assay in natural saliva 
To ensure that the salivary enzyme peroxidase remained active in natural saliva 
during the storage, an enzyme activity test was carried out at different times, that is, 
after the salivary processing, immediately after thawing, and after 6, 12 and 24 hour 
storage at 37 degrees. To this end, this experiment spectrophotometrically measured 
(DU 800 UV / Visible spectrofotometer, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA) the 
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oxidation of 4-amino-antipyrine, in 3 ml of 0.3 M phosphate buffer, pH 7.4, containing 
10 mM hydrogen peroxide, 20mm M 4-amino-antipyrine, 0,15 M phenol and 40цL of 
stimulated natural saliva. The change in absorption at 510 nm (ΔA / min) during 10 
minutes was recorded, and a unit of activity was defined by changing the absorbance of 
0.001 min-1.  
Baseline measurements  
Knoop microhardness 
Microhardness (KHN) was measured using a microhardness tester (Shimadzu 
HMV-2000 Micro Hardness Tester; Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) with a Knoop 
indenter, under 50g load for 5s. Five indentations, 50цm apart, were performed on 
every specimen. Blocks that showed in the initial analysis individual average superior 
or inferior than 10% of the average hardness calculated for all blocks, were excluded 
from the experiment and substituted by others which fit these parameters. Thus, after 
this analysis performed at the baseline when the samples were stored in purified water 
(initial), other two measurements were realized after 24h on storage medium group 
(after storage) and 24h after the whole bleaching treatment (after bleaching). The 
average of each time was calculated (Figure 1).  
Color measurements  
A spectrophotometer (Konica Minolta CM-700d-Konica Minolta Investment Ltd. 
Sensing Business Division, Shanghai, China) was used to measure the color of the tooth, 
based on the CIE L*a*b* color space system. Color measurement was performed three 
times. At the baseline, when the samples were stored in purified water (initial/t1), after 
24h at storage medium (after storage/t2), and 24h after the whole bleaching treatment 
(after bleaching/t3) (Figure 1). The specimens were placed in a Teflon device (sample 
holder) inside a light cabin (GTI Mini Matcher MM1e, GTI Graphic Technology Inc., 
Newburgh, NY, USA) with a daylight lamp, to standardize the ambient light during the 
measurement process. The spectrophotometer was previously calibrated and used in 
accordance with the manufacturer’s instructions. The color of the samples were 
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measured and quantified in terms of the L*, a*, b* coordinate values established by the 
Commission Internationale de l’Eclariage (CIE), in which the L* axis represents the 
degree of lightness within a sample and ranges from 0 (black) to 100 (white). The a* 
coordinates represents the degree of green/red color, and the b* coordinates 
represents the degree of blue/yellow color. The measurement of color change in the 
different times was made by calculating the variation of L* (ΔL1=L*after storage – L*initial 
and ΔL2=L*after bleaching – L*after storage), a* (Δa1=a*after storage – a*initial and Δa2=a*after bleaching 
– a*after storage), and b* (Δb1=b* after storage – b*initial and Δb2=b*after bleaching – b*after storage) and 
the total color change (ΔE) was calculated according to the following formula: 
ΔE=√[(ΔL)2+(Δa)2+(Δb)2] (22). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure1. Flow diagram of the experimental process in the study 
Scanning electron microscopy (SEM) 
After the bleaching treatments, two extra samples of each group were 
dehydrated by immersion in increasing alcohol concentrations (50%, 75%, 90% and 
100%) fixed with double-sided carbon tape on stubs, sputter-coated with gold, for the 
24h in PW 24h in NS 24h in IS 24h in AS 
7d in AS 7d in NS 7d in IS 
7d in PW 7d in AS 7d in IS 7d in NS 
24h in NS 24h in PW 24h in AS 24h in IS 
48 dental specimens 
KHN and color initial measurements (t1) 
PW group (n:12) AS group (n:12) IS group (n:12) NS group (n:12) 
KHN and color after storage measurements (t2) 
1st in-office bleaching – 35% HP (15min x 3) 
2nd in-office bleaching – 35% HP (15min x 3) 
7d in PW 
3th in-office bleaching – 35% HP (15min x 3) 
KHN and color after all bleaching treatment measurements 
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SEM analysis which was performed by a scanning electron microscope (JEOL JSM-5600 
LV, Tokyo, Japan) with magnifications of 1000x and 4000x. The representative areas 
were photographed for benchmarking. 
Pre-bleaching preparation 
After baseline measurements (initial), the dental blocks were randomly divided 
into four storage condition groups (n: 12): purified water (PW), artificial saliva (AS), 
natural saliva (NS) and in situ (IS).  Once the in situ specimens were fixed in the palatal 
devices, they were kept in the oral environment of the volunteers for one day to form 
salivary pellicle. During the intraoral exposure period, the samples were cleaned with 
water and a soft toothbrush, which was provided to the volunteer in advance, without 
any dentifrice. The palatal devices were removed only for meals in order to exclude the 
effects of food components on the pellicle development, and was stored in humidity 
environment during this time.  
After 24 hours that all the study specimens were in their storage condition 
groups, the second analysis of color and microhardness were made (after storage), 
preceding the bleaching treatment. 
Bleaching procedure  
After one day storage, the in-office bleaching procedure began. The specimens 
were taken out from the storage environment, wiped with absorbing paper. Next, 
bleaching gel hydrogen peroxide 35% (HP) (Whiteness HP MAXX; FGM Odontology 
Products, Brazil) was applied three times for 15 min each, totalizing 45 minutes of gel 
application. After this, the bleaching gel was removed using flexible plastic cotton-
tipped rods, washed thoroughly in distillated water and stored in each group 
corresponding storage conditions. The in vitro groups were stored in 2ml of storage 
solution (PW, AS, NS), at 37°C, with daily change. For the in situ group, the palatal 
devices were replaced in the volunteers’ oral cavities after the bleaching, and  remained 
there during the whole experiment. The palatal devices were only removed for the 
bleaching sessions and meals. Three bleaching sessions were held with a seven-day 
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interval between the sessions. After 24 hours of the three bleaching sessions, the final 
measurements of color and microhardness were performed (after bleaching).  The 
three time analyses of the experiment are shown in Figure 1. 
Statistical analysis  
The microhardness measurements were analyzed using the methodology of 
mixed models for repeated-measures by PROC MIXED procedure of SAS statistical 
software, and the multiple comparisons were performed by Tukey Kramer test 
considering the level of significance of 5%. The color data, ΔL, Δa, Δb, ΔE between the 
different times Δ1 (t1-t2), Δ2 (t2-t3) were analyzed using Kruskal-Wallis tests, followed 
by the Dunn test (α = 0.05). 
RESULTS 
Peroxidase assay in natural saliva 
Figure 2 shows peroxidase enzyme activity in the following: stimulated natural 
saliva, after processing (t0), after being thawed (t1), and after storage at 37oC for 6h 
(t2), 12h (t3) and 24h (t4). Peroxidase activity has been proved in all five time analysis. 
 
Figure 2: Analysis graph of peroxidase activity 
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Knoop Microhardness 
Microhardness means values are shown in Table 1. The repeated-measures by 
PROC MIXED follower by Tukey Kramer test showed statistically significant for time 
factor (p=0.0002), for storage condition factor (p=0.0025) and for the interaction of 
storage condition and time factor (p<0.0001).  
Table 1: Mean and standard deviation (SD) of  Knoop Microhardness 
Storage condition KHN (initial) KHN (after storage) KHN (after bleaching) 
Purified water 336.9 (18.96) Aa 332.7 (18.24) Aa 279.9 (17.28) Bb 
Artificial saliva 336.8 (21.38) Aa 331.1 (17.02) Aa 332.0 (16.79) Aa 
Natural saliva 333.4 (14.69) Aa 338.9 (13.27) Aa 337.8 (13.89) Aa 
In situ 327.5 (22.54) Aa 325.1 (12.17) Aa 338.3 (19.72) Aa 
Means followed by different letters (uppercase horizontally and lowercase vertically) show statistical 
different (p ≤ 0.05) 
Color measurements 
Tables 2, 3, 4 and 5 respectively show color variation between initial and after 
storage (Δ1), and after storage and after bleaching (Δ2), of ΔE, Δa, Δb, ΔL. 
Table 2: Median (Minimum / Maximum) Values of  ΔE 
Storage condition ΔE1 ΔE2 
Purified water 0.64 (0.10 / 2.75)a 6.62 (4.78 / 10.47)ab 
Artificial saliva 0.66 (0.17 / 1.80)a 7.72 (4.89 / 8.95)a 
Natural saliva 0.74 (0.30 / 3.27) a 5.43 (4.01/ 8.79)ab 
In situ 0.61 (0.25 / 1.14)a 4.86 (2.90 / 8.70)b 
Medians followed by different letters in the columns indicate statistical differences (p ≤ 0.05). 
ΔL1=L*after storage – L*initial / ΔL2=L*after bleaching – L*after storage 
 
Table 3: Median (Minimum / Maximum) Values of Δa 
Storage condition Δa1 Δa2 
Purified water 0.17 (-0.05 / 0.36)b -0.71 (-1.21 / -0.40 )a 
Artificial saliva 0.10 (0.05 / 0.37)b -0.44 (-0.88 / -0.15)a 
Natural saliva 0.33 (0.18 / 0.69)a -0.68 (1.55 / - 0.19)a 
In situ 0.07 (-0.11 / 0.56)b -0.55 (-1.30 / 0.26)a 
Medians followed by different letters in the columns  indicate statistical differences (p ≤ 0.05). 
Δa1=a*after storage –a*initial / Δa2=a*after bleaching –a*after storage 
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Table 4: Median (Minimum / Maximum) Values of Δb 
Storage condition Δb1 Δb2 
Purified water -0.11 (-1.40 / 0.55)b -5.61 (-8.94 / - 3.41)ab 
Artificial saliva -0.06 (-0.93 / 0.79)b -6.80 (-7.92/ - 3.91)b 
Natural saliva -0.25 (-0.72 / 0.30)b -4.20 (-7.65 / - 3.41)ab 
In situ 0.39 (-0.16 / 1.14)a -4.31 (-8.06 / -2.20)a 
Medians followed by different letters in the columns  indicate statistical differences (p ≤ 0.05).  
Δb1=b*after storage –b*initial / Δa2=b*after bleaching –b*after storage 
 
Table 05: Median (Minimum / Maximum) Values of ΔL 
Storage condition ΔL1 ΔL2 
Purified water 0.05 (-1.82 / 2.70)a 3.65 (1.88 / 5.32)a 
Artificial saliva -0.33 (-1.16 / 1.62)a 3.11 (1.10 / 4.42)a 
Natural saliva -0.25 (-3.20 / 1.48)a 2.52 (1.84 / 5.35)ab 
In situ 0.20 (-0.29 / 0.79)a 1.77 (-0.17 / 3.14)b 
Medians followed by different letters in the columns  indicate statistical differences (p ≤ 0.05) 
Δb1=b*after storage –b*initial / Δa2=b*after bleaching –b*after storage 
 
In relation to the overall variation of color, ΔE1 showed no statistically 
significant difference between groups. However, at ΔE2, IS showed significant 
differences from AS. In Δa analysis, the only difference was from NS as compared to the 
other groups in Δa1. Analyzing the reduction of yellowness through Δb,  statistically 
significant difference occurred in IS at Δb1, with higher values in relation to the other 
groups. In Δb2, differences were noticed only between the IS and AS. As regards the 
measurement of brightness variation at ΔL1, there was no difference between groups. 
Nevertheless, at ΔL2 there were differences between the IS from the WD and AS. In 
addition, IS showed similar values to NS . 
Scanning Electronic Microscopy 
Demineralization of enamel prism periphery was observed in the 
photomicroghs of PW. No alterations on enamel surface ware observed in the 
photomicroghs of AS, NS and IS groups. (Figure 3).  
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Figure 3: Photomicrographs of all groups after 24h of the end of the 3 session of 
bleaching: Purified water (A/B), Artificial Saliva (C/D), Natural Saliva (E/F), In situ 
(G/H) in 1000x and 4000x of magnification respectively.  
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DISCUSSION 
Based on the results analysis, the null hypotheses tested in this investigation 
were rejected. The KHN results showed a reduction on surface microhardness in the 
samples stored in purified water, after bleaching. However, the samples maintained in 
the other storage conditions showed no decrease in hardness in the same time analysis. 
Hardness reduction after bleaching has been reported in other studies (5,8-
9,13,23) and is often associated to demineralization of the surface by the action of 
bleaching agents. In this study, the change on hardness was observed only in the 
purified water group. Water provides no remineralization condition, it only maintains 
the samples hydrated, which does not represent the clinical condition. In oral cavity, 
saliva provides the reversal of the demineralization effect. This was observed in the 
other groups, that is, hardness did not change at the end of the bleaching treatment. 
Thus, hardness reduction does occur, however, it can be reversed through the action of 
saliva, which is supersaturated in minerals such as calcium and phosphate, promoting 
the remineralization of the tooth structure (18,24,25).  
Both natural saliva used in vitro and in situ storage, as well as the artificial saliva, 
were able to reverse the demineralization caused by the bleaching agent. However, in 
some other studies in which artificial saliva was used as the storage medium, the 
reverse of demineralization effect could not be observed (3,9,10,23,26,27). This might 
have been caused by the lack of standardization in artificial saliva formulations for 
different types of saliva may result in higher or lower remineralization, which impairs 
the comparison and the application of the study results (24). Another fact that can 
compromise the remineralization after bleaching by the artificial saliva, is the presence 
of carboxymethylcellulose (CMC) on the formulations. CMC is added to some artificial 
saliva to increase its viscosity. However, this component is able to reduce the 
remineralization effect by forming complexes between calcium and/or phosphate ions, 
resulting in the unavailability of these ions for mineral replacement. In addition,  the 
increases  of viscosity of artificial saliva  promoted by CMC can decrease the rate of 
diffusion of minerals into the tooth structure (28). 
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The reduction on the hardness, which can be related to a demineralization and 
occurred in purified water group, can also be observed through photomicrographs 
(Figure 3A/B), which shows regions of porosity, especially on the periphery of the 
enamel prisms. These regions of porosity characterizes the beginning of an erosive 
process (29), what is in consonance with the hardness loss found in this group.  
Regarding color analysis, bleaching with 35% hydrogen peroxide was effective 
in all storage conditions. Analysis of Δb and ΔE showed similar variation in Δ2. The AS 
group showed a higher color variation in relation to IS group, and the other groups did 
not differ from each other. Comparing the values, it can be noted that IS showed a lower 
bleaching and AS group a higher color change.  
This difference between IS and AS may not be observed in PW storage, since the 
reflection light is affected by various aspects such as: specular reflection on the surface; 
diffuse light reflection on the surface; absorption and scattering of light within dental 
tissues; enamel mineral content. Therefore, the sample storage in PW  which showed  
hardness reduction and alteration on the surface, probably reflected light differently as 
compared to AS (30). 
In addition, in Δb1, IS group showed a higher variation in color as a result of an 
increase in b * value between the analysis in which the samples were in water, and after 
24h in the volunteer’s oral cavity. This variation means an increase in yellowness, 
probably driven by a greater hydration caused by natural saliva organic components, 
such as statherin and mucin which offer high potential for hydration and lubrication 
(31–33). However, the same could not be observed in ΔE1, what can be justified by the 
fact that ΔE is an analysis that takes into account all color coordinates, but in coordinate 
L * and a * this change cannot be observed. 
In relation to Δa, difference was observed only in Δa1, that is, NS group showed 
higher values as compared to the other groups, representing a reduction in greenish. 
This fact, in addition to the alteration in Δb1, reveals the importance of realizing color 
analysis after placing the samples in the storage medium and before the bleaching 
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treatment, revealing a dependence on the color alteration pattern to the storage 
medium. 
The analysis of luminosity or brightness provided by ΔL showed in Δ2 that group 
NS was the only one that resembled both in vitro stored groups and in situ. On the other 
hand, the IS group differed from the PW and AS groups and had the lowest values of 
brightness alterations. These differences in the values of color variation between times, 
mainly involving the IS group might have occurred for it remained within the oral cavity 
throughout the study time, causing a constant contact with saliva, which has an 
intermittent production in the oral cavity.  
The volunteers who participated in this research used intraoral device and 
donated saliva. Thus, the natural saliva used was provided from the same volunteers 
who participated of the IS group. The saliva is very important for the protection and 
maintenance of enamel properties. Besides presenting mineral components such as 
calcium and phosphate that act in the remineralization, it has many organic compounds 
acting together for the protection and maintenance of the tooth structure (25,29). This 
protective saliva function occurs through acquired pellicle formation, which contains 
several proteins such as proline-rich proteins, histatins, statherin, which participate on 
the mineral homeostasis of calcium and phosphate, controlling the deposition of these 
minerals on teeth (31,32). Moreover, statherin acts in the lubrication of the entire oral 
cavity, (25,29) as well as mucin, which is highly glycosylated,  providing viscoelastic 
properties for saliva (31–33).  
Therefore, all these organic components might have proportioned a better 
hydration of the specimens stored in situ, which may have contributed for the lesser 
whitened effect observed in the in situ storage. However, the same may not have been 
observed in the NS group. This fact may be due to the fact that natural saliva was 
changed only every 24 hours and probably was subjected to decomposition (24) and 
possible consumption of salivary components by the samples. 
The presence of salivary peroxidase constitutes another factor that may have 
contributed to a lower whitening in the IS group, especially in the evaluation of ΔL, 
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which measures brightness of the tooth and has great importance for dental bleaching. 
And this may justify that the NS group was the only one whose  results were similar to 
those of IS.  
The role of peroxidase in natural saliva is to catalyze the decomposition reaction 
of hydrogen peroxide (34–36). Hence, it is very important that their activity was 
maintained in natural saliva used in vitro and stored at 37 degrees. This  was confirmed 
by colorimetric assay performed, that the salivary peroxidase activity was maintained 
in natural saliva, and after its processing, freezing and thawing and storage at 37 
degrees for up 24h.  
Hydrogen peroxide is a highly unstable molecule that can dissociate, producing 
water and free radicals, which are able to breakdown the organic pigment molecules 
inside the tooth structure (2). But when this reaction is catalyzed by peroxidase, there 
is a rapid consumption of the hydrogen peroxide molecules and the sub products of this 
reaction are water and oxygen, with less the production of free radicals. On this account 
peroxidase is considered an antioxidant  for preventing the formation of free radicals 
derived from hydrogen peroxide (37,38). 
Therefore, the action of peroxidase on the bleaching gel catalyzing the 
breakdown of hydrogen peroxide atoms, leading to less free radicals making the 
breaking of the pigments inside the tooth and this causes smaller bleaching effect, 
especially regarding the increased of brightness 
CONCLUSION 
The storage conditions have shown different results regarding the effects on the 
physical properties of the enamel. So when in vitro researches want to have closer 
results to the clinical conditions about color variation analysis the most appropriate 
storage medium is natural saliva, since it was the one and only that showed 
closest results to in situ. However, in vitro studies, which assess the hardness after 
bleaching, both artificial and natural saliva were efficient in enamel remineralization. 
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CONCLUSÃO 
 
 O clareamento dental causou uma redução da dureza de superfície, porém a 
mesma pode ser revertida através do armazenamento, in vitro, em saliva 
artificial e saliva natural e armazenamento in situ; 
 O armazenamento in situ apresentou menor luminosidade do esmalte clareado 
em relação ao armazenamento em água purificada e saliva artificial. 
 O armazenamento em saliva natural apresentou comportamento semelhante 
com relação a mudança de cor no armazenamento in situ; 
 A saliva natural através de todos seus componentes apresentou um importante 
papel na reversão dos efeitos relacionados ao clareamento.   
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APÊNDICE 
METODOLOGIA ILUSTRADA 
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL 
Unidades Experimentais: 56 fragmentos de dentes bovinos (48 utilizados para 
análise de cor e dureza e 8 utilizados para MEV) 
Fatores em Estudo:  
I – Armazenamento  
 Água purificada 
 Saliva artificial  
 Saliva natural 
 in situ  
II -Tempo  
 Inicial 
 Após armazenamento 
 Após o término do tratamento clareador 
Variável Resposta: 
  Microdureza Knoop  (KHN). 
 Variação da cor, através de espectrofotômetro de refletância e do 
sistema CIEL*a*b*. 
 Alteração superficial, por análise através do Microscópio 
Eletrônico de varredura. 
 
PREPARO DOS ESPÉCIMES 
Foram utilizados 56 incisivos bovinos, obtidos a partir da extração de mandíbulas 
bovinas adquiridas junto ao frigorífico Angelelli (Piracicaba-SP). Após sua obtenção 
eles foram  armazenados em solução aquosa de timol a 0,1%, tamponado (Proderma, 
Piracicaba, São Paulo, Brasil). Os dentes foram submetidos à raspagem manual com 
cureta periodontal para remoção de debris orgânicos, e profilaxia com taça de borracha 
e escova do tipo Robson acoplados ao contra-ângulo em baixa-rotação, utilizando uma 
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pasta feita com pedra-pomes e água, em seguida foram analisados com lupa 
estereoscópica com magnificação (20x) para detectar trincas, fraturas, pigmentação ou 
outros defeitos, e quando encontrados, os dentes foram descartados. Após estes 
procedimentos, os dentes foram armazenados em água purificada até o momento de 
sua utilização (Figura 1A). 
Após a seleção dos dentes, foi realizada a separação da coroa da porção 
radicular, com um disco de diamante dupla face (KG Sorensen, Ind. Com. Ltda, Barueri, 
SP, Brasil) sob constante irrigação de jato de água em micromotor de baixa rotação 
(KaVo do Brasil Ind. Com. Ltda ; Joinville, SC, Brasil) (Figura 1B/C). Em seguida, as 
coroas dentais foram acopladas em uma placa de acrílico (Figura 1D) e foram feitos  
cortes na porção coronária, nos sentidos mésio-distal e inciso-cervical (Figura 1E) em 
uma cortadeira metalográfica (Isomet 1000, Buehler), com disco diamantado de alta 
concentração (4” × 012 × ½, Buehler, Illinois, USA) para a obtenção dos fragmentos com 
área de superfície de 16 mm2 (fragmentos de 4x4mm aproximadamente) (Figura 1F). 
 
 
  
 
 
 
 
 
Figura 01: Incisivo bovino (A); Separação coroa-raiz com disco diamantado (B, 
C); Coroa posicionada em placa de acrílico para corte em cortadeira metalográfica (D), 
Cortes na porção coronária, nos sentidos mésio-distal e inciso-cervical (E); Bloco dental 
obtido através do incisivo bovino. 
 
    
A B C 
D E F 
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Em discos de acrílico, as amostras foram fixadas com cera pegajosa e 
posicionadas paralelas em relação à base dos  discos  permitindo  um  conjunto  de  
paralelismo  (amostra, disco  acrílico  e  lixas)  para  a  planificação  e  regularização  das  
superfícies  do  esmalte  e dentina  subjacente. As espessuras de esmalte e dentina foram 
padronizadas (1mm de esmalte e 1,75mm de dentina). A superfície de dentina foi 
planificada utilizando lixa de carbeto  de  silício  500-SiC (Buehler, Illinois, USA) e a 
superfície de esmalte utilizando lixas  de  carbeto  de  silício  500-, 1000-, e 2000-SiC 
(Buehler, Illinois, USA) (Figura 2B), utilizando-se uma Politriz giratória (Arotec  Ind.  
Com.,  Cotia,  SP,  Brasil) (Figura 2A) sob  constante refrigeração  com  água,  até  se  
obter  a  altura  do  bloco.  Depois as amostras foram polidas com panos de polimentos 
e pastas diamantadas de 1 цm, ¼ цm (Arotec) (Figura 2C). Entre  cada um dos passos 
de planificação e polimento as  amostras  foram submetidas  à  limpeza  em  cuba  
ultrassônica, por 15 minutos (Ultracleaner 1450A/Unique - Marconi) (Figura 2D).  
 
 
 
Figura 02: Politriz giratória (A); Lixas de Carbeto de Silício (1000-, 2500- e 4000-grit) 
(B); Feltros e pastas de polimentos (C), Ultrassom (Ultracleaner 1450A/Unique - 
Marconi) (D).  
Finalizadas  as  amostras,  cada espécime  recebeu  uma  marcação  com  broca  
esférica  nº  1012  (KG  Sorensen)  em  uma  das faces laterais com a finalidade de 
padronizar o posicionamento da amostra durante a leitura com o espectrofotômetro 
(Figura 3).  As amostras foram esterilizados com óxido de etileno (Figura 4), (Acecil 
Central de Esterilização Comércio e Indústria Ltda, Campinas-SP, Brasil) e em seguida 
armazenadas em água destilada esterilizada, sob refrigeração até ao início do estudo. 
 
A B C D 
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CONFEÇÃO DO DISPOSITIVO INTRABUCAL: 
Seis voluntários foram moldados com alginato (Hydrogun, Zermack SpA) e 
modelos em gesso-pedra Tipo IV  (Asfer – Asfer Indústria Química Ltda) foram 
realizados. Dispositivos intrabucais palatinos foram confeccionados em resina acrílica 
autopolimerizável (VIPI Flash - VIPI). Durante a confecção do dispositivo, foram 
posicionados blocos de silicone de condensação densa (Aquasil Ultra - Dentsply) (4 mm 
x 4 mm x 2,5 mm) no modelo de gesso, a fim de proporcionar os nichos necessários para 
à inserção dos blocos dentários.  Foram confeccionas dispositivos com dois nichos para 
quatro voluntários, que apenas continham as amostras para análise de cor e dureza e 
dois dispositivos com três nichos para dois voluntários, para as amostras extras de MEV 
(Figura 5). As amostras foram fixadas com cera pegajosa (ASFER – Industria Química 
Ltda) de modo que sua superfície ficasse no mesmo nível da resina acrílica, e as placas 
foram adaptadas e ajustadas para cada voluntário. 
 
 
 
 
 
   
Figura 05: Dispositivo palatino intrabucal com amostras fixadas com cera pegajosa 
Figura 04: Equipamento para 
esterilização com Óxido de Etileno 
Figura 03: Amostra finalizada 
(observar marcação na face lateral) 
90 
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OBTENÇÃO DA SALIVA NATURAL: 
 Para a obtenção da saliva, adultos saudáveis, e que assinaram o termo de 
consentimento aceitando participar da pesquisa, foram solicitados a estimular 
mecanicamente por 45 minutos a saliva com “Parafilm” (Parafilm M, American National 
Can- Chicago, IL) (Figura 6A). A saliva foi coletada, em tubos do tipo falcon (50mL) 
individuais e mantidos em copos com gelo (Figura 6B),  sempre no mesmo horário pela 
manhã, por cada voluntário em jejum e sem ter sido feito qualquer higiene bucal prévia. 
Na sequencia a saliva coletada (Figura 6C) foi centrifugada por 10 minutos à 3.800g a 
4oC (JOUAN MR23i Benchtop High Speed Centrifuge Thermo Scientific MR23i) (Figura 
6D) e o precipitado foi descartado e o sobrenadante recolhido (Figura 6E) e esterilizada 
por filtragem, com filtros de membrana com tamanho de poro de 0,22 um em um 
sistema de filtração de vácuo (TPP Rapid Filtermax Vacuum Filtration Systems, 
Switzerland) (Figura 6F). Toda a saliva processada foi dividida em alíquotas, para uso 
diário, e imediatamente congeladas (-80 ◦C) até à sua utilização.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 06: Parafilm (A); Copo com gelo e tubo Falcon para coleta (B); Tubo Falcon com 
a saliva coletada (C); Centrífuga JOUAN MR23i (D); Saliva após a centrifugação, 
formação do preciptado (E); Sistema de filtração à vácuo (TPP Rapid Filtermax 
Vacuum) (F)  
                                           
                                   
A B C 
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A saliva artificial utilizada no estudo foi manipulada de acordo com a seguinte 
formulação 1,5 mmol/L – Cálcio, 0,9 mmol/L – Fósforo, 150 mmol/L - Cloreto de 
Potássio, 0,1 mol/L (100mmol) – Tris,pH: 7,0. 
 
ANÁLISE DA ATIVIDADE DE PEROXIDASE NA SALIVA HUMANA  
A atividade da enzima peroxidase na saliva natural foi comprovada, através da 
reação de oxidação com o reagente 4-animo-antipirine (Figura 7A) através de 
mensuração colorimétrica utilizando um espectrofotômetro de absorbância (DU 800 
UV/Visible Espectrofotômetro, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA). Ela foi realizada 
em diferentes tempos, após o processamento da saliva, após o descongelamento e 
durante seu armazenamento em estufa após 6, 12 e 14 horas.  
 Em tubos de ensaio foram colocados:  
- 1550μl de Tampão fosfato 0,3M pH 7,4 
- 300μl de 4 Amino-antipirine 20Mm 
- 300μl de Peróxido de hidrogênio 10mM  
- 850μl de Fenol 5% 
- 40μl de Saliva natural processada 
A solução (Figura 7C) foi adicionada em cubetas para leitura e colocadas no 
espectrofotômetro de absorbância (Figura 7D), a alteração na absorção a 510 nm 
(ΔA/min) durante 10 minutos, foi registrada e uma unidade de atividade foi definida 
através da alteração da absorbância de 0,001 min-1.  
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Figura 07: 4-anino-antipirine (A), Peróxido de Hidrogênio (B), Comparação da Solução 
da reação de oxidação (C), Espectrofotômetro de absorbância - DU 800 UV/Visible 
Espectrofotômetro, Beckman Coulter, Inc., Brea, CA, USA (D) 
TRATAMENTO CLAREADOR 
Os espécimes foram removidos da sua condição de armazenamento e secos com 
papel absorvente, e submetidos ao tratamento clareador com peróxido de hidrogênio a 
35 % (Whiteness HP MAXX – FGM Produtos Odontológicos – Joinville, SC - Brasil). 
Foram realizadas 03 sessões de tratamento clareador com intervalo de sete dias entre 
elas. Cada sessão consistiu em 3 aplicações de 15 minutos do gel, conforme a 
recomendação do fabricante. Após cada aplicação e ao final, foi feita a remoção do gel 
com hastes flexíveis com ponta de algodão, na sequencia eles foram lavados com água 
destilada, secos com papel absorvente e retornaram para sua condição de 
armazenamento. Os grupos in vitro (água purificada, saliva artificial ou saliva natural) 
foram mantidos em estufa a uma temperatura de 37 ºC ± 2. As amostras in situ, 
retornaram a cavidade bucal dos voluntários e só foram removidas para as sessões de 
clareamento e ingestão de alimentos. 
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Figura 08: Gel clareador Whiteness HPMAXX (A); Peróxido de hidrogênio (B) e 
Espessante (C) sendo proporcionados (3:1) em recipiente de manipulação (D); Mistura 
dos componentes do gel clareador (E).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 09: Aplicação do gel clareador sobre as amostras (A e B); Peróxido de 
Hidrogênio 35% sobre a amostra (C); Remoção do gel clareador com hastes flexíveis 
com ponta de algodão (D e E), Amostra após a remoção do gel de clareamento (F) 
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MENSURAÇÃO DA MICRODUREZA KNOOP 
Microdureza foi medido por um microdurômetro (Shimadzu HMV-2000 Micro 
dureza; Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão) com um penetrador Knoop, sob uma 
carga de 50g por 5s. Cinco indentações,  com 50цm de distância uma da outra, foram 
realizados em cada espécime, em três momentos, inicial, quando as amostras estavam 
armazenadas em água purificada, após 24 horas de armazenagem no grupo de estudo 
(depois da armazenagem) e 24 horas depois de todo o tratamento clareador (depois do 
clareamento). 
 
Figura 10: Microdurômetro HMV-200 (Shimadzu) 
 
 
ANÁLISE DE COR 
Para  a  realização  das  leituras  de  cor,  as  amostras  foram  posicionadas  em  
um dispositivo  de teflon  (porta  amostra)  dentro  de  uma  Câmara  de  luz com a luz 
do dia (GTI,  Newburgh,  NY, USA) para padronização do ambiente. Foi utilizado um 
espectrofotômetro Konica Minolta CM-700d previamente calibrado. Três leiturs de cor 
foram realizadas:inicial, quando as amostras estavam armazenadas em água purificada, 
após 24 horas de armazenagem no grupo de estudo (depois da armazenagem) e 24 
horas depois de todo o tratamento clareador (depois do clareamento). 
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Figura 10:  Espectrofotômetro de refletância Konica Minolta CM-700d (A); Câmara de 
Luz (B), Posicionamento da amostra (C); Amostra posicionada no dispositivo de Teflon 
(D); Posicionamento do espectrofotômetro com relação ao porta amostra para a leitura 
de cor (E) 
MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VARREDURA 
Após os tratamentos clareadores, duas amostras de cada grupo foram 
desidratadas por imersão em concentrações crescentes de álcool, fixados com fita de 
carbono dupla face em stubs, revestidas com ouro, para análise em MEV, que foi 
realizada por um microscópio eletrônico de varredura (JEOL JSM -5600 LV, Tóquio, 
Japão), com ampliações de 1000x e 4000x. 
 
Figura 11: Microscópio eletrônico de varredura. 
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ANEXO 01  
CERTIFICADO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA
 
